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略語一覧 

 

8-OHdG 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine 

ADHD attention deficit hyperactivity disorder 

ADHD-RS attention deficit hyperactivity disorder–rating scale 

ARP aripiprazole 

ASD autism spectrum disorder 

AST aspartate aminotransferase 

ATX atomoxetine hydrochloride  

BAP biological antioxidant potential 

CRP C-reactive protein 

DNA deoxyribonucleic acid 

d-ROMs reactive oxygen metabolites 

DSM diagnostic and statistical manual of mental disorders 

ESR electron spin resonance 

GST glutathione S-transferase 

GXR guanfacine hydrochloride 

IQ Intelligence quotient 

MPH methylphenidate hydrochloride 

NOS nitric oxide synthase  

PARS-TR parent-interview autism spectrum disorder rating scales–text revision 

PDD pervasive developmental disorder 

PON-1 paraoxonase-1 

RIS risperidone 

RML ramelteon 

ROS reactive oxygen species 

SOD superoxide dismutase 

STL sertraline hydrochloride  

TAC total antioxidant capacity 

TD typical development 
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VPA sodium valproate 

XO xanthine oxidase 
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緒 論 

 

Autism spectrum disorder（ASD）とは、米国精神医学会が編集する Diagnostic and 

Statistical Manual of Mental Disorders 第 5 版(DSM-5) 1）における神経発達症群に分類さ

れる診断名の一つで、様々な状態を連続体（スペクトラム）として包含する診断名で

ある。かつての Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 第 4 版(DSM-4) 2）

で広汎性発達障害に含まれていた、自閉性障害、アスペルガー症候群、レット障害、

小児期崩壊性障害、特定不能の広汎性発達障害の各障害は、DSM-5 において ASD 単

一の診断名に再定義された。診断基準は「社会的コミュニケーションの障害」と「限

定された興味」の 2 つの中核症状を満たすと DSM-5 では定められているが 1）、客観

的・生物学的な検査判定基準はない。 

ASD の罹患率は 1％を超え 3,4）、男性の罹患率は女性よりも約 4 倍高いとされる 5）。

また、同胞の罹患率は約 6％、一卵性双胎での一致率は約 90%であり 6,7）、染色体微細

構造異常などの遺伝的要因の関与が指摘されており、原因遺伝子の同定などの研究が

広く進められている 8,9）。 

一方、ASD の病因には遺伝的要因のほかに酸化ストレスとの関連が示唆されてい

るが 10）、遺伝子レベルの研究に比べ報告数は少なく、十分に研究が進んでいないのが

現状である。また、ASD に関与するバイオマーカーの探索も望まれているが、広く臨

床で応用されているバイオマーカーもない。 

そのため、本研究では酸化ストレスマーカーを用い、ASD の酸化ストレス評価及び

臨床応用への検討を行うこととした。 
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神経発達障害では、酸化ストレスとの関連が報告されており 11,12）、酸化ストレスマ

ーカーに関する研究もいくつか見受けられる 12,13,14）。しかしこれらのマーカーは、特

殊な機器が必要なため、臨床で即時に測定できるものではなく、かつ、生体内での総

合的なストレスを評価できるものではない。また、ヒトは内因性の抗酸化能を有して

いるため 15）、酸化ストレスは酸化値と抗酸化値の両面から総合的に評価されるべきで

ある。 

一方、現在酸化ストレスマーカーとして頻用される 8-OHdG(8-hydroxy-2'-

deoxyguanosine)は、尿を試料とするため非侵襲的に生体内での酸化ストレスを評価で

きる長所を持つ 15）。しかし、日中の活動状況や採取時刻により値が変動するため、誤

差要因を減らすには 24 時間畜尿が必要であり 16）、抗酸化能の評価はできない。   

今回対象者には小児を含むため、試料採取や結果の精度には注意が必要であり、24

時間畜尿は身体的に困難であると考えた。 

そこで本研究では、迅速で効率よく測定ができ 17）、様々な疾患の評価指標に用いら

れている 18,19,20）、末梢血で測定が可能な酸化ストレスマーカーの Reactive oxygen 

metabolites (d-ROMs)と Biological antioxidant potential (BAP)に着目した。d-ROMs、BAP

による酸化ストレス評価法は、同一検体・同一機器で酸化値と抗酸化値を測定・評価

することが可能である。また迅速かつ簡便な手技で安定した酸化ストレス評価が可能

であり、臨床で利用しやすい。 

本研究の目的は、酸化ストレスマーカーの d-ROMs 、BAP が ASD の診断・治療評

価等で臨床に応用できるかを検討することである。 

第一章では、これまで報告がなかった定型発達 (Typical development: TD)児の d-
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ROMs・BAP 値を測定し、成長・発達による変化及び年齢による基準値を検討し、疾

患を有する小児と年齢別の直接比較を可能にした。第二章では、第一章で得られた各

年齢群における TD 児の d-ROMs・BAP 値を用いて、未治療 ASD 児と比較した。ま

た、主観的評価と d-ROMs・BAP 値との関連性を検討し、d-ROMs・BAP 値が未治療

ASD 児の酸化ストレス評価における客観的指標になりうるかを検討した。第三章で

は、ASD 児における薬物治療介入前後の d-ROMs と BAP 値に着目し、d-ROMs と BAP

が ASD 児の薬物治療評価の客観的指標になりうるかを検討した。 
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第一章  定型発達児における酸化ストレスマーカー 

d-ROMs・BAP 値の評価 

 

本 章 の 内 容 に 関 し て は 、Journal of the Chinese Medical Association 

2019 Aug;82(8):651-654 に発表済みである。 

 

第一節 序説 

 

酸化ストレスとは、生体内の酸化反応と抗酸化反応のバランスが崩れ、前者に傾き、

生体にとって好ましくない状態と定義されている 21）。酸化ストレスは、喫煙・血液透

析・関節リウマチ・種々の精神疾患などで有意に高いという報告があり、細胞を傷つ

ける多くの疾患に関与している 22）。 

糖や脂肪などの栄養素は、体の中で分解され、細胞の中にあるミトコンドリアで酸

化的リン酸化反応によってエネルギーに変換される。この過程で酸素分子の一部が反

応性の高い活性酸素種となる。活性酸素種の一部は、免疫細胞による生体防御にも利

用されるが、過剰に発生した活性酸素種は、酸化ストレスを亢進させ、DNA、脂質、 

タンパク質といった生体成分を酸化させる。酸化された DNA、脂質、タンパク質の 

中には、血液中や尿中に出てくるものがあり、それらは酸化ストレスマーカーとして

生体内の酸化ストレスを知る手がかりとなる。特に、DNA 酸化で発生する 8-OHdG は
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尿を使って非侵襲的に測定できるバイオマーカーとして広く用いられている 18）。しか

し、8-OHdG は日中の活動状況や採取時刻によって値が変動するため、誤差要因を減

らすために 24 時間畜尿が必要となる 16）。本研究の対象は、小児であり畜尿は身体的

に困難である。さらに 8-OHdG は抗酸化値を測定・評価することはできない。 

一方、d-ROMs、BAP による酸化ストレス評価法は、同一検体・同一機器で酸化値

と抗酸化値を測定・評価することが可能であり、簡便な手技で安定した評価が可能で

あるため臨床で利用しやすい。 

現在、d-ROMs と BAP は健康な成人における基準値が報告されている 23）。さらに、

8-OHdG は、健康な小児における実測値の報告がある 24,25）。しかしながら、d-ROMs と

BAP には TD 児における実測値の報告がないため、小児での年齢別の比較ができない

ことが問題である。そこで、TD 児における d-ROMs 値と BAP 値を測定し、成長・発

達による変化及び年齢による基準値を明らかにするため、本研究を実施した。 
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第二節 方法 

 

1.対象者 

対象は、2017 年 5 月から 8 月までの期間に、本人と親の同意を得ることができた 2

歳から 15 歳までの日本人 77 人（男 39 人、女 38 人）である。さらに、参考群として

23 歳から 35 歳までの健康成人 7 人（男 3 人、女 4 人）も対象とした。 

採血適合基準は、本人や親からの問診と徳島赤十字ひのみね総合療育センター小児

科医による診察で心身ともに健康と判断されたものとし、無作為に抽出された。 

除外基準は、①基礎疾患がある、②現在何らかの疾患に罹患している、③治療また

は予防的に薬を投与している、④過去 1 ヶ月以内に何らかの疾患に罹患した、ものと

した。 

 

2.測定項目 

(1)酸化ストレスの指標（d-ROMs test） 

酸化ストレス評価は、体内で生成される過剰なフリーラジカルのレベルを正確に測

定する必要がある。しかし、フリーラジカルは寿命が短く反応性が高いため、生体内

での測定が困難である。d-ROMs test は、生体内のフリーラジカルや活性酸素によっ

て生じた hydroperoxide を呈色反応で測定し、生体内の酸化ストレスの程度を総合的

に評価する方法である。Hydroperoxide は、DNA、脂質、タンパク質などが酸化される

ことで産生される化学物質であり、比較的安定している。そのため血中 hydroperoxide

量を体内のフリーラジカル量と定義することができる。また、hydroperoxide は金属イ
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オンが存在する条件下ではフリーラジカルを産生するため、hydroperoxide は酸化的損

傷のマーカーであるだけでなく、さらにフリーラジカルを産生する組織損傷の増幅因

子としてもみなすことができる。 

健康な成人の被験者の血清サンプルでの結果では、d-ROMs 値は正規分布に似た分

布をしていることが示され、この結果をもとに、d-ROMs 値の正常集団における規準

範囲が設定されている。この値の単位は U.CARR が用いられ、正常範囲は、200～300 

U. CARR となっている。1U.CARR は 0.08mg/dL の H2O2 に相当する。これは、血清の

300U. CARR の場合に、実際に過酸化水素 0.24 mg/dL が血液内に含まれていることを

示すものではなく、血中の hydroperoxide 全部を過酸化水素に置き換えた場合を示し

ている。また、d-ROMs test の結果からは Table1 のように異なる程度の酸化ストレス

の度合いを表すことが示されている。 

 

Table.1  Comprehensive evaluation of oxidative stress by the level of d-ROMs test 

d-ROMs level Oxidative stress 

(U.CARR ) (mg H2O2/dL) (Severity) 

300-320 24.08-25.60 Border line condition 

321-340 25.68-27.20 Slight oxidative stress 

341-400 27.28-32.00 Moderate oxidative stress 

401-500 32.08-40.00 Strong oxidative stress 

>500 >40.00 Very oxidative stress 

Normal range: 200-300 U.CARR （1 U.CARR is equivalent to 0.08 mg H2O2/dL） 

（Yasuhiro S. 生物試料分析 2009;Vol.32,No4） 

これら d-ROMs test の結果はいずれも成人の血清サンプルのものであり、TD 児に

関するデータの報告はない。また、Alberti らの研究では、d-ROMs test の妥当性を調

査し、d-ROMs test 測定値と電子スピン共鳴（ESR）測定値との間に相関関係があるこ
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とを報告している 26）。 

 

(2)抗酸化力の指標（BAP test） 

BAP test は、抗酸化物質が活性酸素やフリーラジカルに電子を与え酸化反応を止め

る還元能力を測定し、抗酸化力を評価するものである。過酸化連鎖反応を止める力と

して、三価鉄から二価鉄への還元力を測定する。三価鉄から二価鉄への還元力が高い

ほど、生体内フリーラジカル除去能が高いことより、血液が持つ還元力を抗酸化力と

定義することができる。単位はμmol/L が用いられる。Benedetti らは、健康な人の BAP 

test の最適値は少なくとも 2,200Eq/ L は必要であると報告している 27）。また、BAP 値

からは Table2 のように抗酸化力の低下度が示されている。 

 

Table 2 BAP test results and antioxidant barrier impairment. 

BAP test results Impairment degree of plasma antioxidant barrier 

(Eq/L) (Severity) 

2,200-2,000 Border line condition 

2,000-1,800 Slight reduction 

1,800-1,600 Moderate reduction 

1,600-1,400 Strong reduction 

>1,400 Very strong reduction 

Optimal value > 2.200 Eq/L 

（Eugenio Luigi Iorio. The BAP test and the global assessment of oxidative stress in clinical practice 2010） 

ただし、これら BAP test の結果はいずれも成人の血清サンプルのものであり、TD

児に関するデータの報告はない。d-ROMs test と BAP test を組み合わせて実施するこ

とで、酸化と還元の両方を評価したさまざまな研究（糖尿病、非アルコール性脂肪性
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肝炎、てんかん、頸動脈硬化症等）が報告されている 28,29,30,31）。 

 

(3)抗酸化能（BAP/d-ROMs ratio） 

d-ROMs test と BAP test の測定で得られた値を用い、BAP 値/d-ROMs 値の比を算出

した。そして、抗酸化力/酸化度で算出された比を酸化ストレスと抗酸化力の平衡・バ

ランスを示す「抗酸化能」と定義した。 

 

(4)CRP（C-reactive protein） 

CRP は組織崩壊が起きると、肝臓へと産生刺激が伝わり増加する蛋白質であり、代

表的な炎症マーカーとされる。血清中の CRP を定量することで炎症反応の指標とす

ることができる。CRP は d-ROMs 値と相関するとの報告がある 32,33）。そこで d-ROMs

値の増加が炎症反応によるものである可能性を除外するため CRP を測定した。 

 

3.測定原理 

(1)d-ROMs test 

d-ROMs test は試験管内での現象を生体内で起こる現象として再現することに基づ

いている。血液を pH4.8 の酸性緩衝液で希釈すると、トランスフェリンから鉄イオン

が放出される。鉄イオン存在下で、フェントン反応により血清中の hydroperoxide

（ROOH）が分解され、フリーラジカル（R-O・：alkoxyl radical、R-OO・：peroxy radical）

を産生する。さらに無色の呈色液クロモゲン（N,N-diethyl-paraphenylenediamine）を加

えると、反応性が非常に高いフリーラジカル（R-O・と R-OO・）が新たに産生され、
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芳香族アミンの呈色液から電子を引き抜くことで、無色の呈色液は有色のラジカル陽

イオンを形成する。このラジカル陽イオンは比較的安定しているため、発色を利用し

て光度計で測定することが可能である。もともとは無色であるクロモゲンが、電子を

放出することでピンク色へと変化する。その発色の強度が血清中に存在していた

hydroperoxide の濃度に比例するため、そのピンク色の濃度を光度計がついた専用機器

により測定する。 

 

Figure.1  The reactions of d-ROMs test 

 

R-OOH + Fe2+ → R-O + Fe 3+ + OH-   

R-OOH + Fe3+ → R-OO＊ + Fe 2+ + H+  

R-O＊ + A-NH2 → R-O＊+ [A-NH2]+  

R-OO＊ + A-NH2 → R-OO＊+ [A-NH2
＊] + 

 

-R-OOH : generic hydroperoxide -R-O＊: alkoxyl radical of a generic hydroperoxide 

-R-OO＊ : hydroperoxy radical of a generic hydroperoxide 

-A-NH2 : N,N-diethyl-paraphenylenediamine (chromogen) 

-[A-NH2
＊] +: coloured radical cation of the chromogen 

 

 

(3)BAP test 

BAP test は特別な発色基質に結合した第二鉄（Fe3+）イオンを含む着色溶液に還元

を追加することで Fe3+ が第一鉄イオン（Fe2 +）に還元させる時に脱色する能力に基づ

いている。まず初めに、三価鉄塩と無色のチオシアン酸塩を反応させ、Fe3+として赤

く呈色をさせる。そこに試料を添加し、試料中の抗酸化物質の作用で F e2+に還元され
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着色溶液の赤色が脱色する。その色の変化を光度計で計測することにより、還元され

た第二鉄イオンの量を評価し、還元力を抗酸化力として評価する。 

 

 

Figure.2  The reactions of BAP test 

 

FeCl3 + AT（uncolored） → FeCl3-AT（uncolored） 

FeCl3-AT（colored） + BP (e-) → FeCl2 + AT（uncolored）+ BP 

 

AT（uncolored）: thiocyanate derivative (uncolored)  FeCl3: ferric chloride 

FeCl3-AT（colored）: colored complex of ferric chloride with the thiocyanate derivative 

BP (e-): molecule of blood plasma barrier with reducing/electron giving/antioxidant activity 

against ferric ions 

BP: the oxidized form of BP(e-) 

FeCl2: the ferrous chloride obtained by the reducing activity of BP (e-) 

 

 

4.測定方法 

2017 年 5 月から 8 月までの期間の 10 時から 17 時の間に採血を行い、サンプルを

採取した。血液検体は直ぐに 3000rpm で 10 分間遠心分離し、得られた血漿を測定ま

で-30℃のフリーザーで保存した。CRP は、冷凍保存せず採血後直ちに免疫反応測定

装置「Celltac Chemi CRP3100」（Nihon Koden, Tokyo,Japan）を用いて測定した。 

 

(1)d-ROMs test 

各血清サンプル（20μL）を、インキュベーターで少なくとも 15 分間温めた pH 4.8 
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buffer で満たしたキュベットに入れる。 次に、キュベットを静かに転倒攪拌し、血液

タンパク質からFe2 +およびFe3 +を分離させる。 Fe2 +およびFe3 +は触媒として作用し、

血液中 hydroperoxide が alkoxyl radical と peroxy radical に分解される。 次に、N,N-

diethyl-paraphenylenediamine（20μL）を発色色素としてキュベットに入れ、キュベット

を再度緩やかに転倒攪拌し、フリーラジカル解析装置「FREE CARRIO DUO」（Diacron 

International, Grosscto, Italy）の測定セルにキュベットを挿入し測定を行う。およそ 5 分

経過すると結果が表示される。 

 

(2)BAP test 

特殊な有色基質で満たしたキュベットをインキュベーターで少なくとも 15 分間温

める。 Fe3 +を含む発色試薬 50μL をキュベットに添加し、緩やかに転倒攪拌し、フリ

ーラジカル解析装置の測定セルに挿入する。3 秒後、各血清サンプル（10μL）キュベ

ットに添加し、緩やかに転倒攪拌し、再度測定セルに挿入する。およそ 5 分経過する

と結果が表示される。フリーラジカル解析装置は d-ROMs testと同じく「FREE CARRIO 

DUO」（Diacron International, Grosscto, Italy）を用いた。 

 

5.統計学的検討 

 年齢と d-ROMs 値、BAP 値及び BAP/d-ROMs 比の関係について、相関係数 r と

P 値を算出した。また、d-ROMs 値、BAP 値及び BAP/d-ROMs 比について 2-6 歳を A

群、7-11 歳を B 群、12-15 歳を C 群、健康成人を D 群と分類し、Kruskal-Wallis test で

4 群間を比較した。各測定値と年齢群間の性差は、Mann-Whitney U test で比較した。
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統計解析ソフトは IBM SPSS Statistics version21 を使用した。 

 

6.倫理的配慮 

本研究は、ヘルシンキ宣言に基づき、徳島赤十字ひのみね総合療育センター倫理委

員会の承認を得て実施した。対象患者の選定にあたり、本人と家族に文書にて説明し、

書面で可能な限り本人の同意を得た。また、希望しない場合はいつでも拒否できるこ

と、それにより何ら不利益を被ることがないことを説明した。測定より得られたデー

タは個人が特定できないように匿名化した。 

  



16 

 

第三節 対象者背景 

 

Table 3,4 に対象者背景の詳細を示す。小児対象者の「年齢」は 8.49 ± 3.75 歳(mean 

± SD)、中央値は 8 歳、最高齡は 15 歳、最小齡は 2 歳であった。「性別」は男性 

50.6％、女性 49.4％であった。 

年齢群別の「性別」は、A 群（2-6 歳）は男性 15 人、女性 13 人、B 群（7-11 歳）

は男性 15 人、女性 13 人、C 群（12-15 歳）は男性 9 人、女性 12 人。 参照群として、

D 群（23-35 歳）は男性 3 人と女性 4 人であった。 

 全対象者の CRP 値は 0.08±0.05 mg / dL (mean±SD)であり、全対象者において CRP

の上限値 0.3mg/dL を超えるものはなかった。 

 

Table 3  Background of children (n = 77) subjects. 

Age (y) 

Means ± SD 8.49 ± 3.75 

Median 8 

Maximum 15 

Minimum 2 

Sex (n) 
Male 39 

Female 38 

SD=Standard deviation  y=years 
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Table 4  Background of children (n = 77) and adults (n = 7) subjects. 

Gender comparison by age group (n)   

Group A (2-6 years) 
Male 15 

Female 13 

Group B (7-11 years) 
Male 15 

Female 13 

Group C (12-15 years) 
Male 9 

Female 12 

Group D (23-35 years) 
Male 3 

Female 4 

Blood test result (children and adults)   

CRP (mg/dL) Means ± SD 0.08 ± 0.05 

 

SD=Standard deviation   
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第四節 年齢群別における各測定値の性差 

 

Table 5 に年齢群別における各測定値間の性差を示す。同じ年齢群では、いずれの測定

値にも有意な性差は認められなかった。 

 

Table 5  Comparison of gender differences among each measured value and age groups. 

  Age groups Sex Mean ± SD P value 

d-ROMs level 

Group A 

(2-6 years) 

Male 401.4 ± 57.1 
0.751 

Female 409.5 ± 63.6 

Group B 

(7-11 years) 

Male 308.3 ± 57.1 
0.453 

Female 300.5 ± 28.9 

Group C 

(12-15 years) 

Male 277.7 ± 18.8 
0.362 

Female 285.5 ± 23.1 

Group D 

(23-35 years) 

Male 287.0 ± 29.2 
0.561 

Female 297.0 ± 8.5 

BAP level 

Group A 

(2-6 years) 

Male 2131.7 ± 322.1 
0.113 

Female 2293.5 ± 232.1 

Group B 

(7-11 years) 

Male 2443.4 ± 350.9 
0.345 

Female 2331.8 ± 166.1 

Group C 

(12-15 years) 

Male 2320.0 ± 179.6 
0.771 

Female 2314.4 ± 239.8 

Group D 

(23-35 years) 

Male 2402.1 ± 186.2 
0.568 

Female 2473.3 ± 212.5 
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  Age groups Sex Mean ± SD P value 

BAP/d-ROMs 

ratio 

Group A 

(2-6 years) 

Male 5.45 ± 1.30 
0.667 

Female 5.71 ± 0.96 

Group B 

(7-11 years) 

Male 7.95 ± 1.18 
0.942 

Female 7.82 ± 0.91 

Group C 

(12-15 years) 

Male 8.38 ± 0.81 
0.722 

Female 8.14 ± 0.96 

Group D 

(23-35 years) 

Male 8.45 ± 1.24 
0.683 

Female 8.32 ± 0.60 

SD=Standard deviation   
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第五節 各測定値と年齢の関係 

 

Figure 3A に d-ROMs 値における年齢群間の比較を示す。A 群（2-6 歳）は、B 群（7-

11 歳）と C 群（12-15 歳）、D 群（健康成人）のそれぞれの群と比較し有意に d-ROMs

値が高かった(A vs. B: p < 0.001, A vs. C: p < 0.001, A vs. D: p < 0.001)。 B 群と C 群・

D 群の間、C 群と D 群の間に有意な差は認められなかった。次に Figure 3B に年齢と

d-ROMs 値の相関関係を示す。年齢が低いほど d-ROMs 値は高く、年齢が高くなるに

つれて d-ROMs 値は低下する有意な相関関係が認められた(r = - 0.809, p <0.001) 。 

Figure 4A に BAP 値における年齢群間の比較を示す。全ての群間において有意な差

は認められなかった。次に Figure 4B に年齢と BAP 値の相関関係を示す。年齢と BAP

値に有意な相関関係は認められなかった（r =-0.189、p = 0.105）。 

Figure 5A に BAP/d-ROMs 比における年齢群間の比較を示す。A 群は、B 群と C 群、

D 群のそれぞれの群と比較し有意に BAP/d-ROMs 比が低かった(A vs. B: p < 0.001, A 

vs. C: p < 0.001, A vs. D: p < 0.001)。 次に Figure 5B に年齢と BAP/d-ROMs 比の相関

関係を示す。年齢が低いほど BAP/d-ROMs 比は低く、年齢が高くなるにつれて BAP/d-

ROMs 比は上昇し、有意な相関関係が認められた(r = 0.743, p < 0.001)。 
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2-6y 7-11y 12-15y adults 

Figure.3A  Comparison between each age groups and d-ROMs values 

 

              

Figure.3B  Relationship between d-ROMs values and age 

 

 

200

300

400

500

600

0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5

d
-R

O
M

s 
(U

.C
A

R
R

)

A                     B                      C                     D

*
*

*

200

300

400

500

600

700

0 2 4 6 8 10 12 14 16

d
-R

O
M

s 
(U

.C
A

R
R

)

Age(y)



22 

 

2-6y 7-11y 12-15y adults 

Figure.4A  Comparison between each age groups and BAP values 

 

 

Figure.4B  Relationship between BAP values and age 
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2-6y 12-15y 7-11y adults 

Figure.5A  Comparison between each age groups and BAP/d-ROMs ratio 

 

 

Figure.5B  Relationship between BAP/d-ROMs ratio and age 
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第六節 小括 

 

生体内のフリーラジカルは、半減期が非常に短く ESR で測定することはほぼ不可

能である。一方 d-ROMs test は、peroxy radical や alkoxyl radical の前駆物質である

hydroperoxide を定量的に測定するため安定性が高い。また、微量の血液（血漿 20μL）

で測定できるため指先穿刺で検体を採取することも可能である。さらに、測定時間も

約 5 分と短く、侵襲性が低く短時間で判定可能である 34）。さらに Nojima らが報告し

ているように再現性が高い酸化ストレスマーカーである 35）。そのため近年、d-ROMs 

test は各種疾患のスクリーニングや治療評価に用いられるようになり、心血管疾患や

腎不全、肺疾患、高血圧、アルツハイマー型認知症など多領域で応用されている

36,37,38,39,40）。また、疾患を有する小児を対象とした報告も散見されるが 30,41,42）、これま

で、TD 児の d-ROMs・BAP 値の報告はなかった。本研究では、TD 児の d-ROMs・BAP

値を測定したところ「年齢」が d-ROMs 値に影響し、BAP 値には影響しなかった。

Nojima らは、成人では加齢とともに d-ROMs 値は有意に増加し、BAP 値は年齢に関

連しないと報告しており 35）、本研究結果と類似している。このことについて、小児に

おいても、成長年齢に応じた比較が重要であることが示唆された。 

 他の酸化ストレスマーカーについて、Tamura らは 8-OHdG は TD 児において年齢が

低いほど高く、年齢が高くなるにつれて低下すると報告している 25）。また、Tsukahara

らは、8-OHdG の値は 10-12 歳で一定レベルに落ち着くと報告している 43）。これらの

報告と本研究の d-ROMs 値の年齢による推移は近似しており、TD 児の d-ROMs と 8-

OHdG の値は相関関係があると推察される。 
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尿検体を使用する 8-OHdG は、クレアチニン補正を行うため 24 時間蓄尿が最も高

精度とされているが 16）、小児は成人と異なりクレアチニン値にばらつきが生じること

が指摘されている 44、45）。そのため精度は劣るが排尿間隔 6 時間以上の早朝第一尿が

推奨されている 16）。このように尿 8-OHdG は低侵襲であるが、検体採取やその精度に

注意が必要である。さらに、8-OHdG は日内変動や日差変動が報告されているが 46）、

d-ROMs test は時間による変動がない 35）。そのうえ、高気圧酸素の暴露前後の d-ROMs

と 8-OHdG の変化について評価した研究では、暴露後 d-ROMs は有意に上昇したこと

に対して、8-OHdG では有意な上昇が認められなかったとの報告があり 47）、鋭敏性で

も d-ROMs test は有効な酸化ストレスの評価法であると考える。 

 対象者は、多くの除外基準を設け、医師の診察や d-ROMs と相関するとされる CRP

を確認するなど健康な状態を保証した。しかしなぜ、低年齢ほど d-ROMs 値が増加す

るのか。d-ROMs 値は細胞やミトコンドリア、DNA 損傷により増加するとされている

48）。このことより低年齢であるほど生体内細胞の増殖は活発であり、代謝回転が速く

細胞死と再生を繰り返しながら成長・発達が進む年齢期であることが関連しているの

ではないかと推測する。また、学童期（7-11 歳）と比較し幼児期（2-6 歳）は採血に

対し不安や恐怖心は強く、これらによる心理的ストレスの影響が関与している可能性

も否定できない。 

本研究において、年齢が低いほど d-ROMs 値は高く、BAP/d-ROMs 比は低い傾向が

示唆された。人には気温など外部環境の変化や、体温など内部環境の変化に対して、

適応しようとする生体恒常性（ホメオスタシス）を有している 49）。d-ROMs や 8-OHdG

など酸化値のみ高い場合、ホメオスタシスにより抗酸化力が活性化され、打ち消しあ
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って平衡状態を保っているかもしれない。これらのことより、酸化値のみでも一定の

指標にはなりうると考えるが、酸化値と抗酸化値の比を用いることで、より正確な生

体内酸化ストレス評価が可能になると思われる。さらに、酸化ストレス評価は酸化度・

抗酸化度のどちらか一方のみで評価するのではなく、相反する 2 つの値を用いて評価

することで真の酸化ストレス状態が明らかになるものと考える。また、バイオマーカ

ーを臨床で用いる場合、特に小児は年齢を考慮した判断が必要である。 

 本研究の限界として、対象とした TD 児のサンプル数が少なく小児の正常値データ

としては十分ではない。また、本研究の対象者は TD 児であることを確定するため様々

な除外基準を設けたが、それでも見つけられない影響因子が存在していたかもしれな

い。今後さらにサンプル数を増やし、TD 児の年齢ごとの値を求め、臨床的信憑性を

高めていく必要があると考える。 

 本研究結果より、TD 児の d-ROMs・BAP 値の傾向が明らかとなった。また、d-ROMs

値と既存のマーカーである 8-OHdG との互換性も示唆された。さらに d-ROMs・BAP

は、酸化度と抗酸化度の相反する値を測定・検討することにより、総合的な酸化スト

レス評価が可能な酸化ストレスマーカーであることが示唆された。   

そして、各年齢群における TD 児の d-ROMs・BAP 値が示されたことで、疾患を有

する小児と年齢別の直接比較が可能となり、臨床現場において診断・評価の有用な客

観的指標として応用できると考える。 
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第二章  Autism spectrum disorder における酸化ス

トレスマーカーd-ROMs・BAP値の評価 

 

本 章 の 内 容 に 関 し て は 、 PLoS One 2020 May 22;15(5) に発表済みで

ある。 

 

第一節 序説 

 

Autism spectrum disorder（ASD）は、社会的コミュニケーション能力の欠如や限定さ

れた行動・興味を中核症状とする神経発達障害であり、その罹患率は増加傾向にある

3）。ASD は心理的ストレスにより不眠、抑うつ、不安などの二次的な症状を合併する

ことがあり 50,51）、攻撃的行為や自傷・異食・自殺企図の割合が高くなる 52）。さらに、

成人期の貧困・自殺などと関連する場合があるとの報告もなされている 53）。 

また、自己免疫異常、脳の炎症性変化、ミトコンドリア機能異常など ASD の脳障

害に関連する要因が報告されており、これらの状態では酸化ストレスの亢進が想定さ

れる 54,55,56）。 

現在の ASD の診断や評価は、DSM-5 で定められた基準で行われているが、客観的・

生物学的な検査判定基準はない。そのため近年、様々なバイオマーカーの探索がなさ

れている 57）。中でも、神経発達障害と酸化ストレスとの関連が示唆されており 11,12）、



28 

 

nitric oxide synthase (NOS), xanthine oxidase (XO), glutathione S-transferase (GST), 

paraoxonase-1 (PON-1), glutathione, methionine, cysteine などの酸化ストレスマーカーが

報告されている 12,13,14）。他の疾患と同様、ASD の診断、治療評価などにおいても迅速

かつ簡便であることは患者にとっても有益であるが、これらマーカーは、臨床で即時

に測定できるものではない。本研究で用いた d-ROMs と BAP は、迅速かつ簡便に測

定が可能な酸化ストレスマーカーである 17）。 

ASD と d-ROMs の関係についての報告は現在ない。ただし、d-ROMs test は血清

hydroperoxide が鉄イオンとのフェントン反応により alkoxyl radical と peroxy radical を

生成し、それらを定量的に測定する方法である。ASD による酸化ストレス評価とフェ

ントン反応との関係については報告があり 58,59)、d-ROMs は酸化ストレス評価にも適

用できる可能性がある。 

一方、BAP test は過酸化連鎖反応を止める力として、三価鉄から二価鉄へ還元する

能力を測定する方法である。ASD における炎症マーカーと血清鉄の減少との関係を

調査した報告があり、BAP も ASD の酸化ストレスの評価に適用できる可能性がある 

60)。 

本研究の目的は、d-ROMs と BAP が、未治療 ASD 児のストレス評価における客観

的指標になりうるか、検討することである。 
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第二節 方法 

 

1.対象者 

対象者は、2 歳から 15 歳の日本人で、TD 児 77 人（男 39 人、女 38 人）、未治療の

ASD 児 98 人（男 73 人、女 25 人）である。 

TD 児の適合基準は、小児科専門医による診察で、心身ともに健康と判断されたも

のとした。 

除外基準は、①基礎疾患がある、②治療または予防的に薬を投与している、③過去

1 ヶ月以内に何らかの疾患に罹患した、ものとした。 

ASD 児の適合基準は、小児神経専門医による診察で、DSM-5 に基づいた評価と臨

床症状より、ASD と診断された未治療の患者とした。 

除外基準は、①発達障害以外の基礎疾患がある、②ASD に対して治療介入している、

③何らかの薬剤を使用している、ものとした。なお、2 歳の ASD 児については追跡

し、3 歳で再び ASD と確認された。 

第一章の結果では小児において低年齢ほど d-ROMs 値が高かった。また、就学前と

就学後の環境の変化により、子供のストレスレベルが異なるとの報告がある 61）。その

ため、年齢と生活環境がストレスに影響する可能性を考慮し、TD 児と ASD 児ともに

幼児（2-6 歳）と就学児（7-15 歳）の 2 群に分類した。 

 

2.測定項目 

(1)酸化ストレスの指標（d-ROMs test） 
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d-ROMs test は血清中の hydroperoxide の量を測定することで体内の酸化ストレスを

評価する。 

 

(2)抗酸化力の指標（BAP test） 

BAP test は三価鉄から二価鉄への還元力を測定することで、生体内のフリーラジカ

ル除去能である抗酸化力を評価する。 

 

(3)抗酸化能 (BAP/d-ROMs ratio) 

d-ROMs test と BAP test の測定で得られた値を用い、BAP 値/d-ROMs 値の比を算出

した。そして、抗酸化力/酸化度で算出された比を「抗酸化能」と定義した。 

 

3.測定方法 

2016 年 12 月から 2018 年 9 月の期間に、対象者の採血を行った。血液検体は 1469G

で 10 分間遠心分離し、血漿を試料とした。d-ROMs、BAP の測定はフリーラジカル解

析装置「FREE CARRIO DUO」（Diacron International, Grosscto, Italy）を用いて測定し

た。 

 

4.その他検討項目 

 対象者の Parent-interview ASD Rating Scales–Text. Revision （PARS-TR）スコアを

調査した。PARS-TR は ASD の発達・行動症状について母親（母親から情報が得がた

い場合は他の主養育者）に面接し、その存否と程度を評定する評価尺度である。評価
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項目は対人、コミュニケーション、こだわり、帯同行動、困難性、過敏性の 6 領域 57

項目から成る。各項目の程度を 3 段階(0、1、2)で評価し、合計したスコアが高ければ

ASD を疑う。 

また、知的機能がこの研究の結果に影響したかどうかを判断するために、ASD 児群

は知能テストを実施して IQ（Intelligence Quotient）を調査した。 IQ <70 は知的障害と

して定義され、知的障害が d-ROMs、BAP および BAP / d-ROMs 比に影響を与えるか

について分析した。 

 

5.統計学的検討 

性別と各検査値の関係について、Mann–Whitney U test で解析した。対象者を、A 群

（2-6 歳 TD 児）、B 群（2-6 歳 ASD 児）、C 群（7-15 歳 TD 児）、D 群（7-15 歳 ASD

児）に分類し、各年齢群と各検査値の関係について、Kruskal‒Wallis test で解析した。 

PARS-TR スコアと d-ROMs 値及び BAP 値との関係について、相関係数 r と P 値を

算出し、各年齢群で比較した。知的機能と d-ROMs 値、BAP 値及び BAP / d-ROMs 比

の関係は、Mann-Whitney U test で解析した。統計解析ソフトは IBM SPSS Statistics 

version21 を使用した。 

 

6.倫理的配慮 

本研究は徳島赤十字ひのみね総合療育センター倫理委員会の承認を得て実施した。

対象者本人と家族に文書で説明し、書面で可能な限り本人の同意を得た。また、希望

しない場合はいつでも拒否できること、それにより何ら不利益を被ることがないこと
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を説明した。 
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第三節 対象者背景 

 

Table1 に対象者の「背景」を示す。平均年齢は、ASD 児群では 7.08±2.87 歳、TD 児

群では 8.49±3.75 歳でした。 どちらも、最低年齢は 2 歳、最高年齢は 15 歳であった。 

男性の比率は、ASD 児群で 74.5％と高く、TD 児群では男性と女性の比率は 1：1 であ

った。 カイ二乗分布で検定し、年齢は TD 児群と ASD 児群で有意な差は認められな

かった。 

 

Table 1 Background of TD children and ASD children subjects. 

 
TD children 

(n = 77) 

ASD children 

(n = 98) 

Age (y) means ± SD 8.49±3.75 7.08±2.87 

 median 8 7 

 maximum 15 15 

 minimum 2 2 

Sex male 39 (50.6%) 73 (74.5%) 

 female 38 (49.4%) 25 (25.5%) 

Gender comparison by age group 

2 – 6 y (n) 
male 15 37 

female 13 13 

7 – 15 y (n) 
male 24 36 

female 25 12 

SD = Standard deviation; y = years. 
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第四節 各測定値と性差比較 

 

Table 2 は各測定値と各年齢群間の性差比較を示す。TD 児群、ASD 児群ともに d-ROMs

値、BAP 値、BAP/d-ROMs 比、全てにおいて性別による有意な差は認められなかった。 

 

Table 2  Comparison of gender differences among each measured value and age groups. 

      
TD children 

(n = 77) 

 ASD children 

(n = 98) 

  
Age  

Sexa Mean ± SD p 
 

Mean ± SD p 
(y) 

d-ROMs level        

   2 - 6 M 401.4±57.1 
0.75 

 427.0±53.3 
0.79 

  F 409.5±63.6  435.2±73.6 

 7 - 15  M 296.7±27.8 
0.78 

 421.3±69.5 
0.41 

  F 293.3±26.8  410.9±49.9 

BAP level        

 2 - 6  M 2131.7±322.1 
0.11 

 2751.7±494.4 
0.24 

  F 2293.5±232.1  2606.9±379.7 

 7 - 15  M 2397.1±299.9 
0.41 

 2555.1±380.1 
0.94 

  F 2323.4±200.6  2561.1±426.9 

BAP/d-ROMs ratio        

 2 - 6 M 5.45±1.30 
0.66 

 6.40±1.15 
0.53 

  F 5.71±0.96  6.58±0.83 

 7 - 15 M 8.11±1.06 
0.77 

 6.23±1.18 
0.43 

  F 7.97±0.93  6.59±1.34 

SD = standard deviation;  y = years;  aSex M = male, F = female. 
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第五節 知的機能と各測定値との関係 

 

Table 3 に、ASD 児の知的機能と測定値（d-ROMs 値、BAP 値、BAP / d-ROMs 比）の

関係を示す。 知的障害のない群(IQ≧70)と知的障害のある(IQ<70)を比較すると、い

ずれの測定値も有意差は認められなかった。 

 

Table 3  Relationship between intelligent function and d-ROMs, BAP and BAP/d-ROMs 

  

IQ≧70 

(n = 85) 

mean±SD 

IQ<70 

(n = 13) 

mean±SD 

p  

d-ROMs level 422.2±66.8 426.5±66.5 0.821 

BAP level 2627.6±436.2 2698.0±408.4 0.987 

BAP/d-ROMs ratio 6.316±1.162 6.405±0.960 0.749 

IQ = intelligence quotient, SD = standard deviation 
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第六節 各年齢群における TD 児と ASD 児との 

各測定値の比較 

 

Figure1A に TD 児と ASD 児の各年齢群と d-ROMs 値の関係を示す。TD 児では、A

群（2-6歳 TD児）は、C群（7-15歳 TD児）より d-ROMs値が有意に高かった(p<0.001）。 

ASD 児では、D 群（7-15 歳 ASD 児）は、C 群（7-15 歳 TD 児）より d-ROMs 値が

有意に高かった。(p <0.001) ただし、A 群（2-6 歳 TD 児）と B 群（2-6 歳 ASD 児）

（p = 0.072）の間、及び B 群（2-6 歳 ASD 児）と D 群（7-15 歳 ASD 児）（p = 0.210）

の間では、有意差は認められなかった。 

Figure1B に TD 児と ASD 児の各年齢群と BAP 値の関係を示す。TD 児と ASD 児の

BAP 値には差が認められ、B 群（2-6 歳 ASD 児）は A 群（2-6 歳 TD 児）より BAP

値が有意に高かった(p <0.001)。また、D 群（7-15 歳 ASD 児）は C 群（7-15 歳 TD

児）より BAP 値が有意に高かった(p = 0.003)。 

Figure1C に TD 児と ASD 児の各年齢群と BAP / d-ROMs 比の関係を示す。C 群（7-

15 歳 TD 児）は A 群（2-6 歳 TD 児）と D 群（7-15 歳 ASD 児）より BAP / d-ROMs

比が有意に高かった。（p <0.001）ただし、A 群（2-6 歳 TD 児）と B 群（2-6 歳 ASD

児）（p = 0.063）の間、及び B 群（2-6 歳 ASD 児）と D 群（7-15 歳 ASD 児）（p = 

0.831）の間では、有意差は認められなかった。 
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Figure. 1A  Comparison of d-ROMs level and age group. 

 

 

 

Figure. 1B  Comparison of BAP level and age group. 
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Figure. 1C  Comparison of BAP/d-ROMs ratio and age group. 
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第七節 PARS-TR スコアと d-ROMs 値・BAP 値との関係 

 

TD 児と ASD 児の PARS-TR スコアを比較すると、ASD 児のスコアが有意に高かっ

た（p <0.001）。 

Figure2 に全対象者の PARS-TR スコアと d-ROMs 値の関係を示す。PARS-TR スコア

が高くなるほど d-ROMs 値も上昇する、有意な相関が認められた(Figure2A: group aged 

2-6 years r =0.343, p =0.045  Figure2B: group aged 7-15 years r =0.791, p <0.001)。  

Fig 3 に全対象者の PARS-TR スコアと BAP 値の関係を示す。2-6 歳群及び 7-15 歳

群ともに PARS-TR スコアと BAP 値には有意な相関は認められなかった(Figure3A: 

group aged 2-6 years r =0.211, p =0.078  Figure3B: group aged 7-15 years r =0.166, p =0.107)。 
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Figure 2A Relationship between PARS scores and d-ROMs levels in group aged 2-6 years. 

 

〇 = TD children ● = ASD children 

 

Figure 2B Relationship between PARS scores and d-ROMs levels in group aged 7-15 years. 

 

〇 = TD children ● = ASD children 
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Figure 3A  Relationship between PARS scores and BAP levels in group aged 2-6 years. 

 

〇 = TD children ● = ASD children 

 

Figure 3B  Relationship between PARS scores and BAP levels in group aged 7-15 years. 
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第八節 小括 

 

 d-ROMs は、alkoxy radical や peroxy radical の前駆物質である hydroperoxide を定量

的に測定するため、安定性が高い。また、試料は微量の血液であり、5 分間で数値化

されることから、侵襲性が低く短時間で判定が可能である 17）。さらに再現性も高く 35）、

BAP と併せて評価することで、「酸化」と「抗酸化」の両面から酸化ストレスを知る

ことができる。 

 d-ROMs・BAP 値の性差について、Nagata らは性差がないことを報告しており 62）、

本研究もそれを支持する結果となった。 

 TD 児と ASD 児の d-ROMs 値を比較すると、2-6 歳群では有意差は認められなかっ

た。2-6 歳群において、TD 児と ASD 児の両群の d-ROMs 値は、低年齢であるほど高

値であった。これは、他の酸化ストレスマーカー（Acrolein-lysine, Pentosidine, 

Nitrite/nitrate, 8-OHdG）と同様の傾向であった 63,64）。このことは、幼児期は細胞のア

ポトーシスと再生の回転が早い発達時期であることが関係していると推測される

65,66）。また、7-15 歳の就学児と比較し、2-6 歳の幼児は採血に対し不安や恐怖心が強

く、これによる心理的ストレスの影響が関与していることも考えられる。 

 一方、7-15 歳群の TD 児と ASD 児を比較すると、ASD 児の d-ROMs 値が有意に高

かった。TD 児は成長とともに d-ROMs 値が低下し、7-15 歳群で健康成人の水準（約

<300 U.CARR）に達するが、ASD 児の d-ROMs 値は低下しなかった。また、7-15 歳群

では、ASD 児の BAP/d-ROMs ratio（抗酸化能）は、TD 児に比べ有意に低かった。こ

のことより、ASD 児はストレス対応能力が乏しいため、成長しても酸化ストレスは変
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化しないのではないかと推察する。さらに、ASD 児は心理的ストレスも高いことより、

就学後の集団生活におけるストレスに常時暴露されていることも本結果の原因では

ないかと考える。 

また、ASD 患者では、ミトコンドリアに機能障害をきたしているとの報告が散見さ

れる 56,67,68,69）。フリーラジカルの消去は酵素に依存していることが多く、ミトコンド

リア内やその周囲にはラジカル消去作用を有する glutathione peroxidase や catalase な

どの酵素も含む 70）ことから、d-ROMs 値の増加にはミトコンドリアの機能障害が関与

している可能性が推察される。また ASD 患者は、酸化ストレスによるミトコンドリ

ア機能障害と DNA 損傷が、ASD の中核症状を惹起させる報告がある 69）。酸化ストレ

スによりミトコンドリアの機能障害が生じると、ASD の中核症状が発現・悪化し、ス

トレスが生じる。さらにそのストレスによりミトコンドリアの機能障害を引き起こす、

負の連鎖が構築されてしまうことが推測されるため、定期的な酸化ストレスマーカー

の測定は、ASD 児のストレス評価において有用な指標になりうるかもしれない。 

 一方、生体の抗酸化能は、酸化度や個体が生得的に持っている総合的な酸化能 Total 

Antioxidant Capacity(TAC)によって影響されると考えられるが、既報では、個々の指標

の酸化度だけが報告されている。本研究では、酸化度と抗酸化力を同時に測定するこ

とによって、ASD児のTACを知るうえで有用な指標として利用できるものと考える。 

PARS-TR スコアと d-ROMs 値の関係について、PARS-TR スコアが高いほど d-ROMs

値も高くなる有意な相関が認められたことより、主観的評価と客観的指標の関連が示

唆された。このことより、d-ROMs は中間表現体として ASD のバイオマーカーとして

の信頼性が高まると思われる。同様に、PARS-TR スコアと BAP 値の関係も検討した
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が、有意な相関は認められなかった。これは、BAP 値を用いて抗酸化活性を測定する

だけでは ASD 児を評価することが困難であることを示唆している。 

本研究にはいくつかの限界がある。第 1 に、対象 2 群には様々な除外基準を設けた

が、対人関係や生活環境の詳細な調査はできないため、全て純粋な TD 児または ASD

児ではなかったかもしれない。第 2 に、d-ROMs 値、BAP 値が変動した原因となる反

応部位を特定できなかった。ASD 児では複数の活性酸素種と抗酸化システムが関与

する複雑な機序が存在すると考えられる。d-ROMs test、BAP test は活性酸素・フリー

ラジカルを直接測定できないため、これらを明らかにするには更に in vitro での研究

の必要がある。第 3 に、サンプル数が十分とはいえない。Figure 1 では、2-6 歳の TD

児と ASD 児の d-ROMs 値と BAP / d-ROMs 比を分析すると、d-ROMs 値は p = 0.072

で、BAP / d-ROMs 比は p = 0.063 であった。結果から有意差が見られなかった理由と

して、2-6 歳の TD 児のサンプルサイズが小さいためである可能性がある。今後の課

題として、さらにサンプル数を増やし、in vitro での研究と組み合わせて評価すること

で、ASD 児と酸化ストレスの関連の信憑性を高めていく必要がある。 

本研究結果より、d-ROMs 値は、7-15 歳の就学児において、臨床で簡便に用いること

が出来る、ASD のストレス評価の客観的指標になりうる可能性が示唆された。また d-

ROMs 値は PARS-TR スコアと相関したことより、臨床的重症度の評価にも応用でき

る可能性が推測された。 
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第三章  Attention deficit hyperactivity disorder

を併存する Autism spectrum disorder における薬物治

療前後の酸化ストレスマーカーd-ROMs・BAP 値の評価 

 

本 章 の 内 容 に 関 し て は 、  Journal of Pharmaceutical Health Care and 

Sciences 2020; 6:8 に発表済みである。 

 

第一節 序説 

 

ASD は社会的コミュニケーションおよび対人相互性反応の障害、興味の限局と反

復的行動を主徴とする神経発達障害である。2013 年に改訂された DSM-5 では、

Pervasive developmental disorder（PDD）は ASD へと診断名が変更され、不注意、多動

性及び衝動性を特徴とする Attention deficit hyperactivity disorder（ADHD）と ASD の併

存（ASD/ADHD）が認められるようになった 1）。近年、ASD/ADHD の有病率は増加傾

向にあり 71）、医療機関を受診する ASD 患者の約 80%が ADHD を併存しているとの報

告もある 72）。ASD/ADHD は ASD または ADHD 単独群に比べ、適応能力が低く、日

常生活でのストレスが高く Quality of life の低下が指摘されている 73,74）。また、

ASD/ADHD は不安や気分障害など二次障害のリスクが高まるとの報告もある 75）。

ASD/ADHD には環境調整、療育指導、心理社会的対応、リハビリテーションなどに併

せて薬物療法も選択される。しかし薬物療法の有効性評価には客観的・生物学的な検
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査判定基準が乏しく、臨床では主治医や評価者の主観的評価に重点が置かれている。 

ASD や ADHD などの神経発達障害は酸化ストレスと関連していることが示唆され

ており 10,76,77,78）、superoxide dismutase（SOD）、NOS、XO、glutathione S-Transferase、

PON-1 などの多くの酸化ストレスマーカーが報告されている.10,13,76,78）。 

しかし、これらのマーカーは、特殊な機器が必要なため、臨床現場で簡便に測定す

ることはできない。 

これまで、即時に測定ができる、生体内での総合的な酸化ストレスマーカーの d-

ROMs と BAP に着目し、小児の酸化ストレス評価の客観的指標として応用できる可

能性を探索してきた。 

第一章では、TD 児の d-ROMs・BAP 値の傾向が明らかとなり、d-ROMs 値と既存の

酸化ストレスマーカーである 8-OHdG との互換性も示唆された。 

さらに第二章では、d-ROMs 値は、7-15 歳の就学児において、臨床で簡便に用いる

ことが出来る、ASD のストレス評価の客観的指標になりうる可能性が示唆された。 

これらの研究結果に基づいて本章では、酸化ストレスマーカーの d-ROMs と BAP

が ASD/ADHD 患者の薬物治療評価の客観的指標になりうるかについて検討した。 
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第二節 方法 

 

1.対象者 

対象者は、4-14 歳の日本人で、薬物治療介入前の ASD/ADHD 患者 50 人(男 38 人、

女 12 人)である。ASD/ADHD 患者の適合基準は、小児神経専門医による診察で、DSM-

5 に基づいた評価と臨床症状より、ASD/ADHD と診断された患者とした。発達障害以

外の基礎疾患がある患者と ASD または ADHD の治療及び症状改善の目的以外に薬剤

を服用している患者は除外した。なお、先行研究より年齢変化における酸化ストレス

の影響を考慮し、年齢別では 4-6 歳群(未就学児)と 7-14 歳(就学児)の 2 群に分類した。 

 

2.測定項目 

(1)酸化ストレスの指標(d-ROMs test) 

d-ROMs test は血清中の hydroperoxide の量を測定することで体内の酸化ストレスを

評価する。 

  

(2)抗酸化力の指標(BAP test) 

BAP test は三価鉄から二価鉄への還元力を測定することで、生体内のフリーラジカ

ル除去能である抗酸化力を評価する。 

 

(3)抗酸化能 (BAP/d-ROMs ratio) 

d-ROMs test と BAP test の測定で得られた値を用い、BAP 値/d-ROMs 値の比を算出
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した。そして、抗酸化力/酸化度で算出された比を「抗酸化能」と定義した。 

 

3.測定方法 

2016 年 11 月から 2019 年 9 月の期間に、治療前の対象者の採血を行い、薬物治療開

始後 1 年以内に再度採血を行った。血液検体は 1469G で 10 分間遠心分離し、血清を

試料とした。d-ROMs 値、BAP 値の測定はフリーラジカル解析装置「FREE CARRIO 

DUO」(Diacron International, Grosscto, Italy)を用いて測定した。 

 

4.調査項目 

(1) Parent-interview ASD Rating Scales–Text. Revision（PARS-TR） 

ASD の発達・行動症状について母親（母親から情報が得がたい場合は他の主養育者）

に面接し、その存否と程度を PARS-TR を用いて小児神経専門医が評価を行った。 

 

(2) ADHD Rating Scale(ADHD-RS) 

ADHD-RS は ADHD 症状と程度について他者に面接し、その存否と程度を評定する

評価尺度である。今調査では母親（母親から情報が得がたい場合は他の主養育者）の

情報から、小児神経専門医が評価を行った。適用年齢は 5 歳以上、評価項目は不注意

に関する 9 項目と多動・衝動性に関する 9 項目の全 18 項目から成る。各項目の程度

を 4 段階(0、1、2、3)で評価し、合計したスコアが高ければ ADHD を疑う。 

 

5.統計学的検討 
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対象者の d-ROMs 値、BAP 値、BAP/d-ROMs 比、PARS-TR スコア及び ADHD-RS ス

コアを Wilcoxon signed-rank test を用いて薬物治療前後を比較し、p<0.05 を有意とし

た。d-ROMs 値、BAP 値、及び BAP/d-ROMs 比の薬物治療前後の変化と PARS-TR ス

コア及び ADHD-RS スコアの薬物治療前後の変化の相関関係について、Pearson 

correlation coefficient(r)と p 値を算出し、p<0.05 を有意とした。統計解析ソフトは

R(version3.6.1)を使用した。 

 

6.倫理的配慮 

本研究において個人名が第三者に特定されることがないこと、参加は自由意志であ

り拒否における不利益はないこと、ならびに本研究の目的と内容について対象者本人

と家族に文書を用いて説明した。対象者が同意能力を有さない場合は家族から、同意

能力を有する場合は家族及び本人から書面にて同意を得た。また、本研究は徳島赤十

字ひのみね総合療育センター倫理委員会の承認を得て実施した。 
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第三節 対象者背景 

 

Table1 に対象者の背景を示す。平均年齢は 8.64±2.46 歳、最小年齢は 4 歳、最高年

齢は 14 歳であった。性別は男性が 76.0％で、未就学児、就学児いずれの群において

も男性が多かった。 

 

Table1  Background of subjects. 

Age(y) 

  Means ± SD 8.62±2.46 

  Median 8 

  Maximum 14 

  Minimum 4 

Sex 

  Male 38 (76.0%) 

  Female 12 (24.0%) 

Gender comparison by age group 

4 – 6 y (n=9) 
Male 6 (66.7%) 

Female 3 (33.3%) 

7 – 14 y (n=41) 
Male 32 (78.0%) 

Female 9 (22.0%) 

 

SD = Standard deviation   y = years 

 

 

Table2 に対象者に用いられた治療薬を示す。治療薬は、ASD/ADHD に対して 11 薬

剤が使用されており、中でも Guanfacine Hydrochloride (GXR)は未就学児、就学児いず

れの群においても最も多く、全体の半数を占めた。 
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Table3 に対象者に用いられた ASD、ADHD に適応のある薬剤の適応症及び作用機序

について示す。いずれの薬剤も脳での神経伝達物質の挙動に働きかけると考えられて

いるが、症状の改善につながる明確な機序は明らかではない。また、本邦において RIS

は 5 歳未満、APR、ATX、MPH、GXRは 6歳未満の患者に適応はない。 

Table4 に対象者に用いられた治療薬の組み合わせを示す。単剤が 46％と最も多く、

中でも本邦において ADHD の適応がある GXR と Methylphenidate Hydrochloride (MPH)

が 16％と最も多かった。併用療法のうち最も多い組み合わせは GXR+MPH と GXR+ARP

（8％）であった。 

 

Table2  Drug of subjects 

  
4-6 years  

（n=9) 

7-14 years   

(n=41) 

All subjects  

 (n=50) 

Guanfacine Hydrochloride (GXR) 4 (44.4%) 21 (51.2%) 25 (50.0%) 

Methylphenidate Hydrochloride (MPH) - 18 (43.9%) 18 (36.0%) 

Risperidone (RIS) 3 (33.3%) 9 (22.0%) 12 (24.0%) 

Aripiprazole (ARP) 3 (33.3%) 8 (19.5%) 11 (22.0%) 

Atomoxetine Hydrochloride (ATX) 1 (11.1%) 8 (19.5%) 9 (18.0%) 

Ramelteon (RML) - 2 (5%) 2 (4%) 

Hangekobokuto  - 2 (5%) 2 (4%) 

Yokukansan - 2 (5%) 2 (4%) 

Yokukansankachimpihange  - 1 (2%) 1 (2%) 

Sertraline Hydrochloride (STL) - 1 (2%) 1 (2%) 

Sodium Valproate (VPA) 1 (11.1%) - 1 (2%) 

※ Each of these drugs may also be used in combination 
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Table3  Indications and mechanism of action of drugs indicated for ASD and ADHD 

 

 

Risperidone (RIS) 

適応症 小児期の ASDに伴う易刺激性（原則として 5歳以上 18歳未満の患者） 

作用機序 
主としてドパミン D2 受容体拮抗作用及びセロトニン 5-HT2 受容体拮抗作用に

基づく、中枢神経系の調節によるものと考えられる 79）。 

Aripiprazole (ARP) 

適応症 小児期の ASDに伴う易刺激性（原則として 6歳以上 18歳未満の患者） 

作用機序 

ドパミン D2受容体部分アゴニスト作用、ドパミン D3受容体部分アゴニスト作用、

セロトニン 5-HT1A 受容体部分アゴニスト作用及びセロトニン 5-HT2A 受容体アン

タゴニスト作用を併せ持つ。明確な機序は不明であるが、これらの薬理作用が臨床

における有用性に寄与しているものと考えられる 80）。 

Atomoxetine Hydrochloride (ATX) 

適応症 ADHD（6歳未満の患者における有効性及び安全性は確立していない） 
 

作用機序 

神経終末において、ノルアドレナリントの再取り込みを阻害して薬効を示す。ノル

アドレナリントランスポーターに対する選択的阻害作用が関与していることが可

能性として考えられるが、ADHD の治療効果における詳細な作用機序は十分に解明

されていない 81）。 

Methylphenidate Hydrochloride (MPH) 

適応症 ADHD（6歳未満の患者における有効性及び安全性は確立していない） 

作用機序 

ドパミン及びノルアドレナリントランスポーターに結合し再取り込みを抑制する

ことにより、シナプス間隙に存在するドパミン及びノルアドレナリンを増加させて

神経系の機能を亢進するものと考えられているが、ADHD の治療効果における詳細

な作用機序は十分に解明されていない 82）。 

Guanfacine Hydrochloride (GXR) 

適応症 ADHD（6歳未満の患者における有効性及び安全性は確立していない） 

作用機序 

アドレナリン受容体（α2A）に対して親和性を示し、α2アドレナリン受容体を介

した直接的なノルアドレナリンのシナプス伝達調整により、前頭前皮質及び大脳基

底核におけるシグナルを調整している可能性が示唆されているが、ADHD の治療効

果における詳細な作用機序は十分に解明されていない 83）。 
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Table4  Drug combination of subjects 

 

 

 

 

 

 All subjects (n=50) 

Single-drug therapy 

GXR 8 (16.0%)  

 

 23 (46.0%) 

MPH 8 (16.0%) 

ATX 4 (8%) 

RIS 2 (4%) 

VPA 1 (2%) 

Two-drug combination 
 

GXR + MPH 4 (8%)  

 

 

 

 

 

21 (42.0%) 

GXR + MPH 4 (8%) 

GXR + ARP 4 (8%) 

GXR + RIS 2 (4%) 

MPH + RIS 2 (4%) 

ATX + RIS 2 (4%) 

GXR + ATX 1 (2%) 

GXR + STL 1 (2%) 

GXR + Hangekobokuto 1 (2%) 

MPH + ARP 1 (2%) 

RIS + ARP 1 (2%) 

ARP + Yokukansan 1 (2%) 

RIS + 

Yokukansankachimpihange   
1 (2%) 

Three-drug combination 
 

GXR + MPH + ARP 3 (6%)  

5 (10.0%) ATX + RIS + RML 1 (2%) 

ATX + RIS + Yokukansan 1 (2%) 

Five-drug combination 
GXR + ARP + RIS+ RML   

+ Hangekobokuto 
1 (2%) 



54 

 

第四節 治療前後の各測定値の変化 

 

Table5 に対象者の治療前後の各測定値の変化を示す。全対象者では治療後 d-ROMs

値、BAP 値、PARS-TR 及び ADHD-RS のスコアは有意に減少し(d-ROMs: p <0.001 BAP: 

p =0.007 PARS-TR: p <0.001 ADHD-RS: p <0.001)、BAP/d-ROMs 比は有意に増加した(p 

<0.001)。また、未就学児では d-ROMs 値が治療後有意に減少した(p =0.004)。一方、就

学児では治療後 d-ROMs 値、PARS-TR 及び ADHD-RS のスコアは有意に減少し(d-

ROMs: p <0.001 PARS-TR: p <0.001 ADHD-RS: p <0.001)、BAP/d-ROMs 比は有意に増加

した(BAP/d-ROMs ratio: p <0.001)。 
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Table5  The pre- to post-treatment changes in objective markers and subjective scores. 

All subjects  Before  After  Change*  p ** 

d-ROMs(U.CARR) 413.1 363.3 49.8 <0.001 

BAP(μmol/L) 2521.5 2403.3 118.2 0.007 

BAP/d-ROMs 6.16 6.65 -0.50 <0.001 

ADHD-RS 27.4 15.4 12.0 <0.001 

PARS-TR 21.3 13.2 8.18 <0.001 

4-6 years     

d-ROMs(U.CARR) 443.8 381.6 62.2 0.004 

BAP(μmol/L) 2679.6 2467.4 212.1 0.05 

BAP/d-ROMs 6.13 6.51 -0.38 0.13 

ADHD-RS 24.7 17.4 7.22 0.14 

PARS-TR 19.4 12.3 7.11 0.008 

7-14 years     

d-ROMs(U.CARR) 406.3 359.2 47.1 <0.001 

BAP(μmol/L) 2486.8 2389.2 97.6 0.03 

BAP/d-ROMs 6.16 6.68 -0.52 <0.001 

ADHD-RS 28.0 15.0 13.0 <0.001 

PARS-TR 21.7 13.3 8.4 <0.001 

 

*Change is the score obtained by subtracting the score after treatment from the score before 

treatment. 

** Wilcoxon signed-rank test was used to compute p-values 
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第五節 主観的評価と客観的評価の治療前後の変化の関係 

 

Table6 に対象者の d-ROMs 値、BAP 値、及び BAP/d-ROMs 比と PARS-TR スコア及

び ADHD-RS スコアの薬物治療前後の変化の関係を示す。全対象者では d-ROMs 値と

PARS-TR スコアの治療前後の変化に有意な正の相関が認められ(r =0.34,p =0.02)、d-

ROMs 値と ADHD-RS スコアの治療前後の変化でも有意な正の相関が認められた(r 

=0.29,p =0.04)。 

Figure1,2 に年齢別 2 群での d-ROMs 値と PARS-TR 及び ADHD-RS スコアの薬物治療

前後の変化の関係を示す。就学児では d-ROMs 値と PARS-TR スコアの治療前後の変

化に有意な相関が認められ(r =0.39,p =0.01)、d-ROMs 値と ADHD-RS スコアの治療前

後の変化にも有意な相関が認められた(r =0.44,p =0.004)。一方、未就学児ではいずれの

項目においても有意な相関は認められなかった。 
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Table6 Correlation between change in objective markers and changes in subjective scores. 

  ADHD-RS PARS-TR 

All subjects  r* p r p 

d-ROMs(U.CARR) 0.29 0.04 0.34 0.02 

BAP(μmol/L) 0.09 0.51 0.17 0.24 

BAP/d-ROMs -0.14 0.32 -0.11 0.46 

4-6 years     

d-ROMs(U.CARR) -0.06 0.88 0.30 0.44 

BAP(μmol/L) -0.11 0.78 0.05 0.89 

BAP/d-ROMs -0.12 0.77 -0.23 0.55 

7-14 years     

d-ROMs(U.CARR) 0.44 0.004 0.39 0.01 

BAP(μmol/L) 0.16 0.31 0.19 0.22 

BAP/d-ROMs -0.14 0.39 -0.09 0.58 

* Pearson correlation coefficient 
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Figure 1 Relationship between change in PARS-TR score and change in d-ROMs levels. 

 

  

 

Figure 2 Relationship between change in ADHD-RS score and change in d-ROMs levels. 
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第六節 小括 

 

本研究において薬物療法開始後、d-ROMs 値、PARS-TR 及び ADHD-RS スコアは有

意に減少し、BAP/d-ROMs 比は有意に増加した。また、就学児の ASD/ADHD 患者に

おいて d-ROMs 値と PARS-TR 及び ADHD-RS スコアの薬物治療開始前後の変化の関

係において有意な相関関係が認められ、主観的評価と客観的指標の関連が示唆された。 

小児期における ADHD の男女比は 2:1-10:184,85）、ASD の男女比は 4:15）との報告が

ある。本研究対象者も約 8 割が男性であり、疫学的報告からも発達障害は男性の有病

率が高い 86）。性差の影響は優先して考慮すべき要因であるが、d-ROMs と BAP 値の

性差について、Nagata らは性差がないことを報告しており 62）、我々の研究においても

第一、二章で既に性差がないことを確認しているため、d-ROMs 値と BAP 値は性差に

影響されない指標であることが推察される。 

さらに、第一章において d-ROMs 値は、2-6 歳群において 7-11 歳群または 12-15 歳

群よりも有意に高値であった。また、就学前と学校生活の間の環境の変化は、子供が

受けるストレスのレベルが異なることが報告されている 61）。d-ROMs値は、ASD/ADHD

の就学児よりも未就学児方が高値であり、本研究でも同様の傾向が観察された。これ

らの発見は、小児期の急速なシナプスの剪定と再生 65,66）に関連すると推測された。 

さらに、未就学児は不安や血液採取に対する恐怖が強いため、不安や恐怖からの心理

的ストレスの影響も考えられる。 

ASD は心理的ストレスにより不安障害、気分障害、恐怖症を含む感情障害を併発す

ることが多く 87）、攻撃行動や自傷行為、癇癪、不眠などといった問題行動を表しやす
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い 88）。 

本研究の対象者においても、これら二次障害の治療薬として気分安定薬の VPA や睡

眠障害治療薬の RML を用いた患者が認められている。また、ミトコンドリア機能障

害や環境要因によって引き起こされる酸化ストレスの上昇は ASD 患者の脳機能障害

の要因の一つとされ、ASD 患者では酸化ストレスの亢進状態が推察される 10,76）。一

方、ADHD においても、酸化-抗酸化状態のバランスの低下と酸化ストレスの増加に

関する報告がされており 77,78）、ASD/ADHD 患者での酸化ストレスの亢進状態や抗酸

化能の低下が推察される。   

本研究では、治療後に d-ROMs 値の有意な減少と BAP/d-ROMs 比の有意な増加が

認められた。また、観察に基づく主観的な指標である PARS-TR と ADHD-RS の両ス

コアは、治療開始後に大幅に減少した。これらの結果は、薬物療法によって誘発され

る行動の変化と中核症状の改善は、日常生活の心理的ストレスを軽減する要因であり、

それによって d-ROMs 値と BAP/ d-ROMs 比が変動した可能性を示唆している。 

また、今研究の対象者とその療育者に対しては、診療時に薬物療法だけではなく、

心理的及び教育的療育対応も行っている。患者やその療育者に対する療育指導により、

日常生活における心理的ストレスが軽減した結果、d-ROMs 値、BAP/d-ROMs 比が変

動した可能性も考えられる。 

今研究の ASD/ADHD 患者に対しては、治療薬として 11 薬剤が使用されていた。

中でも 24.0％の対象者が服用していた RIS はミトコンドリア機能障害を減弱させる

との報告 89）があり、治療後に d-ROMs 値が減少した要因としての可能性は否定でき

ない。また、ATX は高濃度においてミトコンドリア機能障害を引き起こすことが報告
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90）されており、薬物の適切な用量選択における客観的バイオマーカーを用いた酸化ス

トレス評価の必要性は高いと考えられた。 

ADHD に対する GXR、ATX、MPH や ASD に対する ARP は 6 歳未満、ASD に対す

る RIS は 5 歳未満において有効性と安全性が確立されておらず、本邦では適用外であ

り、未就学児の ASD/ADHD に対する薬物治療のエビデンスは乏しい。本研究では、

年齢や学校など生活環境によるストレスの影響を考慮し、未就学児と就学児の 2 群で

の検討を行ったが、未就学児では PARS-TR 及び ADHD-RS スコアともに治療前後で

の変化はなかった。このことは、PARS-TR スコアにおいて未就学児と就学児ではカッ

トオフ値が異なること 91）、また ADHD-RS スコアにおいては適用年齢が 5 歳以上であ

り 4 歳児の評価が困難であったことが影響した可能性が考えられる。 

本研究にはいくつかの限界がある。第 1 に、対象者の対人関係や生活環境の詳細な

調査はできず、今結果への影響が検証できなかったことである。第 2 に、療育指導の

みの患者の採血が実施できなかったことである。今研究の対象者は薬物療法を行った

患者が対象だが、薬物療法を行わず、心理的及び教育的療育対応等の療育指導のみで

経過を見る例もある。今後の課題として、薬物療法の有用性を示すために薬物療法+

療育指導群と療育指導単独群との比較検討が必要である。第 3 に、サンプル数が十分

ではなかったことである。特に未就学児のサンプル数は少なかった。また、使用薬剤

の組み合わせも多く、薬剤毎の酸化ストレスマーカーの評価ができなかった。今後の

課題として、サンプル数をさらに増やし、使用薬剤毎の酸化ストレスマーカーへの影

響や未就学児での再検証の必要がある。 

本研究では薬物療法開始後において、d-ROMs 値、PARS-TR 及び ADHD-RS スコア
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は有意に減少した。また、就学児の ASD/ADHD 患者において d-ROMs 値と PARS-TR

及びADHD-RSスコアの薬物治療前後の変化の関係において有意な相関関係が認めら

れ、主観的評価と客観的指標の関連が示唆された。 

これらのことから、酸化ストレスマーカーの d-ROMs は就学児における ASD/ADHD

患者に対する薬物治療効果の評価に応用できる可能性が推測された。  
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総括 

 

 2005 年より施行された「発達障害者支援法」ではこれまで支援の対象外であった

知的障害を伴わない発達障害が支援の対象となった。さらに 2016 年の法改正では、

支援体制が強化され、発達障害と診断された場合に利用できる福祉サービスは増え

ている。 

ASD は社会的コミュニケーション能力の欠如及び限定された行動・興味を特徴と

する発達障害であり、その発症率は近年世界的に増加傾向にあり、2016 年の米国 CDC

のサーベイランスでは発症数は 54 人に 1 人とされている 3）。 

ASD の診断は DSM-5 で基準が定められているが、最終的に採用する情報は評価者

に委ねられ、基準となる症状を満たすカットオフラインは曖昧である。また、治療

方針は養育者から得られた情報や医師の所見に基づき、患児の発達状況を考慮した

うえで選択されるが、治療評価の客観的指標はない。薬物療法では、特に小児の場

合、副作用の観点からも適正な用量が求められるため、治療評価の客観的指標の必

要性は高い。 

本研究では、迅速かつ簡便な手技で安定した評価が可能な酸化ストレスマーカー

の d-ROMs 、BAP が ASD の診断・治療評価等に臨床で応用できるかを検討した。 

その結果、d-ROMs は、就学児において ASD の酸化ストレス評価の客観的指標に

なりうる可能性が示唆された。また d-ROMs 値が観察に基づく主観的評価の値と相

関したことより、臨床的重症度の評価も応用できる可能性が明らかになった。  
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さらに、就学児の ASD/ADHD では d-ROMs と主観的評価の薬物治療前後の変化

値に有意な相関関係が認められたことより、就学児の ASD/ADHD に対する薬物治療

効果の評価に d-ROMs が応用できる可能性も明らかになった。 

以上のことから、d-ROMs は、就学児における ASD の病態及び薬物治療評価に対

して、臨床症状や主観的評価スコアに付帯するマーカーとして臨床で即時に応用で

きる有用な客観的指標であると考える。 
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